ヒト肺小細胞癌培養細胞株におけるS期部分同調と制癌剤感受性の検討 by 中積 泰人
金沢大学十全医学会雑誌 第97巻 第 4 号 839－853く1988う
ヒ ト肺小細胞癌培養細胞株における S期部分
同調 と制痛剤感受性 の検言寸
金沢大学医学部内科学第三講座 く主 任 こ 松田 保教授I
中 横 泰 人
く昭和63年 8 月23日受付J
839
肺癌 に お い て 細胞周期同調を用 い た化学療法 を導入 す る こ との 是非 を基礎的 に 検討す る 目的で ，
ヒ ト肺小 紙胸痛培養細胞株 S B C－3 細胞 を 1－P －D－ a rabin ofu rano sylcyto sin eくAra－Cl で S 期 tD N A合
成恥 部分同調 を行 い ， 種々 の 制癌剤 の感受性 を調 べ た ． S 期部分同調の 条件 は抗 bro m ode o xyu ridi－
n eくBrd Ul 抗体 と propidiu m iodide くPIl と の 二 重 染色 を用 い て フ ロ ー サ イ ト メ リ ー くflo w
CytOm etry， FCMl に よ り解析 し ， 制癌剤感受性は hu m a ntu m o r clon oge nic as s ay くH T C Al を用 い
て検討 し た 一 まず ， 対数増殖期の S B C．3 細胞 に Ar a．C を 10－7， 10－ 6， 10－ 5M の 3濃 度 で 接触さ せ ，
72時間ま で12時間毎 に ． 抗 Brd U抗体 と PI との 二 重染色 を行い ， F C Mで D N A量と BrdU 量 との 同
時測定 を行 っ た ． Ara－C の 濃度依存性 に D N A合成の 低下
，
細胞 回転 の 遅延が み られ た が ， 各漉度で S
期部分同調が得 られ た ． 1 0．7， 10－6M Ar a－ C で は ， Gl期 の N A合成前期1 か ら S期 へ の 移行阻害 はな
く ， S 期の D N A合成の 低下 に よ るS 期延長作用 に よ り S期部分同調 が得 られ
．
1 0
－ SM Ar a．C で は ， 当
初 Gl期で の 軽度 の 蓄積作用 を認め た が ， そ の 後は 10－7， 10－ M Ara－C と同様 の機序 で S 期部分同調が
得ら れ た ． 次 に ， 1 0－7M Ar a－C で S期部分同調後 ， H T C Aに て 制癌剤感受性 を検討し た ． S期部分同
調の 条件 は ， 10
－ 7M Ara－C 持続接触時間が平均28時間で ． その 時の S期 の 割合 は対照群 で平均3 6％，
Ar a－C 処理 群 で平 均59％ で あ っ た ． こ の条件 で 10
－
8M Ar a．C くpく0．01 と 5 XlO
．
M mitomycin C
くM M Cl くpく0．051 で の み 制癌剤感受性 の 増強が み られ た が軽度 であ り ， 他の 制癌剤で は増強が み ら れ
なか っ た ． 1 0
－ 7M Ar a－C での S 期部分同調 で ， ほ と ん どの 制癌剤 で 感受性の増強が見 られ なか っ た 理 由
と して ， Ar a－C に よ り S 期細胞数の 増加が得ら れ た も の の ， 個々 の 細胞 で の D N A合成の低下が お こ る
こと ， r e C ruitm e nt く非増殖期細胞 を増殖期 に 動員す る こ とl の 関与 が少 な い こ と な どが 考 えら れ た ． 本
実験で ， 肺癌 に お け る細胞周期同調 を用 い た癌化学療法の 有用 性が 示 さ れ た が効果 は弱く ， 今後さ ら に
条件の検討 の 必 要 が ある と 思わ れ る ．
Key w ords hum an lu ng c a n c er c ell lin e， Syn Chr o niz atio n， biv ariate D N AI
Brd U distributio n， Che m o se n sitivity， hum a ntu mor clonoge nic
a SS ay
近年肺ノJl細胞癌 に 対 し強力な多剤併 用化学療法が
導入され
，
70へ 90％の 奏効率が得 ら れ る よ う に な っ
たが， 寛解例 の 大部分は 2 年 以内 に 再発 し長期生 存
は困難で あ る1I21． 非 交叉 耐性交替療法31， 維持療法41．
自家骨髄移植 を併用 した 大量 化学療法
5－な どが試 み ら
れてい る が ， 現 在の と こ ろ明 ら か な効果 は得 ら れ て
い な い ． 長期生存 へ の 第 一 歩は ， ま ず， 寛解導入 療法
に よ り完全寛解を得 る こ とで あ り ， 強力 な 多剤併用
化学療法の 確立 が必 要で ある と 考 える ．
一 方 ， 全肺癌の85％以 上 を占 め る 非小紙胸痛の 治
癒手術可能例は わ ずか20％で あ り ， しか も そ の 半 数
に 再発が 必 至 と い う事実6か ら も肺癌治療 の 中 で 全身
Abbre viatio n s こA C N U
，
nim u stine三 A D M， adriam ycin三 Ara－ C， 1－ P － D－ a r abin ofur a n o syl－
Cytosin e三 B LM ， ble o mycin三 Brd U， bro m ode oxyuridin e三 B S A， bo vin e s er u m albuminニ
CDD P， Cisplatin i C T X， CyClopho spha mideニ C V， C O effic ent of v ariatio nニE D T A， ethyle ne
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療法と して化学療法の 担う 役割が き わ め て 大 き い こ
と が わ か る ． Cisplatin くC D D Pl が 登場 し て 以 来 ， 非
小細胞癌 の治療成績 は向上 し ， C D D P とvinde sin e
の 併 用 に よ り30％ 句 40％の 奏効率 が得 ら れ て い る
が 珊 ， 延命効果 に 対す る 寄与 は 必 ず し も 明 ら か で な
く ， 標準化さ れ た併用 化学療法 を確立 す る た め に は
さ ら に 系統的な研究が必要 で あ る ．
痛 の 化学療法で制癌剤 を適切 に 投与す る た め に は ，
そ れ ぞれ の 制癌剤の癌細胞 に 対 す る細胞 生物学的効
果 ， 特 に 増殖阻害動態に つ い て の 基礎的 な研究が 重
要で ある ． 制癌剤の細胞 に 対 す る 致死効果 は細胞 回
転 に 依存 して大 きく 変動 し ， 増 殖 期と 安定期 の細胞
で は薬 剤感受性 が 大 き く 異 な る こ と くcycle de－
pe nde n cy1
9ト 11や ， それ ぞ れ の 薬剤 に お い て 細胞周期
上 のある特定 の相 に の み ， 致死効果 の ある こ と くage
pe spo n sel
12冊が 知ら れ て お り ， ま た ， 制 癌 剤が 細胞
回転 の 進行 に 影 響 を お よ ぼ す こ と くcycle pr o一
訂 e SSioげ
4I均も知 ら れ て い る ． ほ と ん どの制癌剤 は増
殖期 に あ る細胞に よ り効果的で あ る が ， 一 般 に 腫瘍
細胞 は骨髄や腸管な どの 正 常細胞 よ り 世代時間が長
く ， 増殖期 に ある 細胞 も少 な く 沌治療上 き わ め て 不利
で あ る ． そ こ で ， な ん ら か の手段 で こ の状態 を変化
さ せ て ， 治療 に と っ て 有利 に 導 こ う と い う 試 み が あ
る ． つ ま り ， 非増殖期 に ある細胞 を増殖期 に 動員 し
くr e c ruitm entl， さ ら に 増殖期 に は い っ た細 胞 を 細
胞周期の あ る相 に集 め く同調 ， Syn Chr o niz atio nl， そ
の 相に 強い 感受性 を示 す 制癌剤 を投与 す る こ と に よ
り治療効果 をあげよう とす る も の で ある ． こ の 方法
は細胞回転 の 理論 か らみ た有効 な投与法 と い え ， 急
性白血病を中心に 研究 さ れて い る
17トり剖
従 来 ， 細胞 回 転 の 研究 に は tritiu m thymidin e
く唱 － T d RI に よ る オ ー トラ ジ オ グ ラ フ 法が用 い ら れ
て きた が ， 多大な労力 と時間 が か か る う え ， 放 射性
物質の投与と い う倫 理 的な問題 な ど の 多 く の 障害 が
あ っ た ． 近年 ， 多くの 細胞の 相対的 D N A量 の 短時
間測定 に フ ロ ー サ イ トメ トリ ー くflo w cyto m etry，
F C MI が 用い ら れ る よう に な っ た ． し か し ， 細 胞周
期各期の解析 に お い て は複雑 な数学的解析 を行 う必
要があ り 弼 ， ま た ， 制癌剤 に よ っ て D N Aヒ ス トグ ラ
ム に 相 当な変化が生 じた 場合解析 が困難 で あ っ た ．
Gr atz n e r251に よ り thymidin e の ア ナ ロ グ で あ る
br o m ode o xyu ridin eくBrd Ul に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
dia min e tetra a c etic a cidi F C M， flo w
ル 抗体 が作製 さ れ ． さ ら に Dolbe a reら26，に よ っ て
pr opidiu m iodide くPIン染 色 と の 組 み 合 わ せ で
D N A量と D N A合成能 と を同時に 測定 す る 方法が
報告さ れ て 以 来 ， 本 抗体 を用 い た 細胞周期 の 解析が
注目さ れ て い る ．
本研究で は ， 治療成績が不良な肺癌 に お い て ， 細
胞周期同調 を用 い た 化学療法 を導入 す る こ との 是非
を基礎的 に 検討す るた め に ， まず と 卜肺癌培養細胞
株 に お い て 1－P －D －a r abin ofu r a n o sylcyto sin eくAra－
Cl の 細胞動態 に お よ ぼ す 影響に つ い て ， 抗 Brd U抗
体 と PIとの 二 重染色 を用 い て S 期 の N A合成期J
部分同調 が得 ら れ る か否 か を検討 し ， さ ら に S 期部
分同調時 に 制癌剤感受性 が増強 さ れ る か 否 か を
hu m a ntu m o r clo n oge nic a ss ayくH T C Alに より検




ヒ ト肺小細胞癌培養細胞株 S B C－32のを 用 い た ．
S B C－3 細 胞は ， 10％牛胎児血清 くfetal c alfs eru m，
F C S， Sigm a， St． Lo uisl 加 R P M I 164 0くGibco，
Gr a nd Isla ndl 培養液に ペ ニ シ リ ン く明治 ， 東京1
100 Ulml， ス ト レ プ ト マ イ シ ン く明治IO．1mglmlを
添加 し た も の を 培地 と し て ， 組 織 培養 フ ラ ス コ
くCo sta r305 5， Ca mbridgel 内で37
0
C， 5％炭酸ガス
培養器内 で 静置培養 した ． 細胞 の 単離 は ， 0．25％ト
リ プ シ ン ＋0． 05％ ethylen ediamine tetr a a c etic
a cidくE D T Al で37
0
C 5分間処理 に よ り行 っ た ． 各実
験 に 応 じた 細胞数 に 調整 し ， 72時間培養後 の 対数増
殖期 に あ る S B C－3 細胞 を実験 に 用 い た ．
II
．
Ar a－ Cの 細胞動態 に お よ ぼ す影響 の 検討くS
期 部分 同調 の 条件 の 設定1
1 ． Ar a．C の 添加
2xlO
4 個ノml の 細胞浮遊液 10ml を組織培養 フ ラ
ス コ くCo star 30551 内で72時間培養後新 しい 培養液
に 全 量 交換 し ， Ar a－C く日本新薬，京都1を 10d7，
10－6 ， 1 0 1 Mの 各濃度 で接触 させ ， 12， 2 4， 36， 48．
60， 72時間後 の 細胞に つ い て 以下 の 検 討を行 っ た0
2 ， 細胞増殖曲線の 作成
細胞増殖曲線 は ト リ パ ン ブル ー 染色法 く0．5％トリ
バ ン プ ル ー フ に て生 細胞数 を算定 し て作成し た．
3 ． Brd U添加
cytom etry i F C S， fetal c alf ser u m三 FIT C，
flu or esc ein is othio cyan ate三 5－F U， 5－flu o r ou r a cili H T C A， hum a n tu m o r clon oge n
ic
ass ayニ
3H－ T d R， tritiu m thymidin ei I N T， p－iodo nitrotetr a z oliu m violet三 LI， 1abeling
肺癌培養細胞株 に お ける S 期部分同調と制癌剤感受性
抗 Brd U抗体 と PI と を用 い た 二 重染色の 方法 は ，
Dolbe a r eら
26，
に よる 方 法 に 準 じて以 下 の よ う に 行 っ
た ．
単離 し た細胞 を 1x lO6 個ノml の 濃度 で 浮遊 さ せ




5％炭酸 ガ ス 培養器内で30分間接触さ せ ， Ca ＋ ＋ お よ
び Mg
＋＋
を含 ま な い 冷 リ ン 酸緩衝塩類溶液 くpho sp－
hate buffe r s al ine， P B S， 日水 ， 東京う で 2 回洗浄
後， ．－20
0
Cの 70％ エ タ ノ ー ル で 固 定 し 4 0Cに 保 存 し
た．
4 ． 抗 Brd U抗体と PI との 二 重 染色
細胞 を PfうSで 2回 洗浄後2 N塩酸 を加 え室温 で
30分間加水 分解 し ， 0 ． 1M Na2B．0， で 2 回洗 浄
，
P B Sで 1 回洗浄 して 中和 した ． 1xlO6 個の 細胞 あ た
り230JLlの 0．5％ T w e en20くSigm al， 0．5％牛血清
アル ブ ミ ン くbo vin e s e ru m albu min， B S A， Sigm al
加 P B Sで 浮 遊 さ せ ， 2 0JL l の flu o r e sc ein is o－
thio cya n ate tFI T Cl 標識抗 Brd U抗体 を加 え宴
で30分間 ， そ の 後 4
0
C で 一 晩接 触 さ せ た ． 0．5％
Tw e e n20加 P B S で 3回 洗浄後， R Na seくSigm a1
4000 Ulmlに て370C
，
30分間処理後 PI液 くSigm a1
5ノJgノml で30分間反応 させ た ．
一 方 ， Brd U を加 えず に 同様 の処理 を行 っ た も の
を対照 と し た ．
5 ． フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー くFCMl
フ ロ ー サイ ト メ ー タ ー は 昭和電工社製 C S－20 を用
い
，
488n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー で 励起 し 630n m の 赤
色蛍光で D N A量 CPIl を
，
530n m の 緑色蛍光 で
Brd U量 げI T Cl を同時測定し ， D N A 量 を横軸 に ，
Brd U量を縦軸 に と る tw opa r a meterdot plot を作
成した ． C S－20 は， ビ ー ズ を 用 い て co effic e nt of
V ariatio n くC Vl が2．0％以 下 と な る よ う に 調整 し
，
測定直前 に は細胞 を 40声 m ナイ ロ ン メ ッ シ ュ に 通 し
平均約32，00個の 細胞 を 測定 し た ．
III． S期 部分 同調 と制癌 剤感受性の 検索
1． S 期部分同調 の 条件
4xlO4 個ノml の 細胞浮遊液 50ml を組織培養 フ ラ
ス コ くCo sta r32751 内で72時間培養後 ， 新 し い 培養
液に 全量 交換 し た 衡 Ar かC を 10 1 Mの 濃度で 添加
し， Hの 実験 で S期 へ 部 分同調さ れ る と 想定 さ れ る
時間に 細胞 を取 り出 し単離 し た ． 対 照 と し て は ，
Ar a－C の 代 わ り に 生理 食塩水 を加え た ． 一 部 の 細胞
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で抗 Brd U抗体 と PI との 二 重 染色を行 っ た ．
2 ． Hum a n tu m o r clo n oge nic a ss ay くH TC AJ
H T C A は Salm on ら禦お よ び木村ら 卿 の 方法 に 準
じて 以 下の よ う に 行 っ た ．
1う 制癌剤 1時間接触の場合
0－5％ トリ バ ン プ ル ー 液 に て 生細胞数 を算定 し生細
胞数 を 7．5XlO4 個ノmlの 細胞漉度 に なる よ う に10％
F C S加 R P M I1640 に 浮遊さ せ ， 3 r C恒温槽内に て
1時 間各制癌剤と後述 の 濃度 で接触 さ せ た の ち ， 同
培養液 で 2回 洗浄 した ． 対照 に は 制癌剤 の 代 わ り に
生理 食塩水 を加 え た ． 径 35m m の プラ ス チ ッ ク製 ベ
トリ デ ィ ッ シ ュ げ alc o n3001， Linc oln Parkl に あ
ら か じ め 0．5％ aga rくhighgr ade aga r o seJ と 15％
F C S加 R P M I 1640 く総 量 1 mり で fe ede rlaye r
く下層I を作成 して お き ， こ れ に 前述の 細胞 を 5x
lO4 個ノml の 割 合 で 0． 3％ aga r と 15％ F C S加
R P M I 1640 く総 量 1 ml に 浮 遊 さ せ た も の を
platinglayerく上 層1 と して 重 層さ せ た ， 37
0
C， 5％
炭酸 ガ ス 培養器 内で 2週間静置培養 して コ ロ ニ ー 形
成 に 対す る 制癌剤 1時間接触 の効果 をみ た ． 一 薬 剤
に つ き 二 濃度と し ． それ ぞ れ の 実験 は triplic ate で
行 っ た ．
2う 制癌剤持続接触の 場合
1時間接触 と ほ ぼ 同様 で あ る が ， 前述 と 同様 の
fe ede rlaye r に 生細胞数 5XlO4 個を 0．3％ aga rと
15％ FCS加 R P M I 1 640に 加 え各制癌剤 を後述 の 濃
度で添加 し く総量 1 mll platinglayerと して 重 層さ
せ た ． 37
0
C， 5％炭酸ガ ス 培養器内 で各制癌剤と接触
さ せ た ま ま 2週間静置培養 した ． 1ン と 同様 に － 薬
剤 に つ き 二 浪度 と し ， それ ぞ れ の 実験 は triplic ate
で 行 っ た ．
3ブ コ ロ ニ ー 数の カ ウ ン ト
2 週 間 静 置 培養 後 ， p－iodo nitr otetra z oliu m
Violet くI N T， S igm a11m gJlml で コ ロ ニ ー を染 色 し
た ． コ ロ ニ ー 数 は ， a utO m atic particle c o u nte r
くHa nde xC P－2000， 白井松器械 ， 大阪l を用 い て カ
ウ ン ト し た ． 感度 を上 げ るた め に C P．祁00に 位相差
顕微鏡 くS Z H－141
，
オ リ ン パ ス ， 東京う を接続 し て ，
d50ノノ m 以 上 の 細胞集塊 を コ ロ ニ ー と 判 断 し た ．
デ ィ ッ シ ュ の 中央に 24m m x17m m の 長方形の 測定
領域 げ イ シ ュ 全面積の 44％に 相 割 を もう け て
，
そ
の 領域内の コ ロ ニ ー 数 を カ ウ ン ト し た ． 各 制癌剤濃
inde xニ M M C， mito mycin C三 M T X， m ethotre x ateニ N K 171， etOpO Sideニ P B S， phosphate
buffer s alin e三P I， prOpidiu miodide三 V C R， Vin cristin eニ40487S， 4－hydroperoxycyclophosp－
hamide．
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度 での コ ロ ニ ー 数は 3 回分の 平均 と し ， 制 癌剤 の 効
果 は対照 に 対す る コ ロ ニ ー 形 成率で 求 めた ．
4う 制癌剤
濃 度依 存性 の 制癌 剤 と し て は ， adria mycin
くA D M， 協 和 発 酵 工 業 ， 東 京う 10
－ 7
， 10一別 ，
ble o mycin くB L M， 日本化薬 ， 東京1 5 XlO
－ 8
， 5x





















D N Ac o nte nt － － － ．
Fig．1． Dot plots of biv a riate D N AIBrd UくPI
FIT Cl distributio n s of e xpo n e ntially gr o wing
S B C，3 cells．
Co ntr ol
1 0
． TM Ara －C
10
． 書M Ara － C
1tI
－ 1M Ari 卜C
XlO，6M ， nim u stin eくACN U， 三 共 ， 東 京1 5 x
10．7 ， 5XlO－6M ， CyClopho spha mide くC T Xl の 活性
体 で あ る 4－hydr ope r o xycyclopho spha mi de く40487
S， 塩野義製薬 ， 大阪I lO．7， 10－ M を用 い 1時間接
触 させ た ．
時 間 依存性 の制癌 剤 と し て は ， Ar a－C lO
－ 8
，
10．7M ， etOpO Side くN K 171， 日 本化薬1 3 xlON8．
X lO． ぐ亡IIs
0 1 2 21 36 4 8 60 72 hr
Fig． 2， Gro wth c u rv eOf SBC－3 c ells after
c o ntin u o u s expos u r eto Ar a
－C in v a rio us
c o n c e ntr atio n s． Circle s， triangles a nd squ ar es
r epr e se nt the m ea n v alu e s of 3e xpe rim ents．
0 － 0 ， C OntrOlこ 中
一 書 ， 10－7M Ar a－Cニ
A －A ， 10J6M Ar a．C三 甲 － B ， 10
． 5M Ara．C．
12 2－1 二Iti
一暮R ti－I 7 2 1げ
C吊I Hr 亡 1il11e
Fig．3． Dot plots of biv a riate D N AIBrd U distributio n s after c o ntin u o u s expo su r e
to Ar a－C in the thre e c o n c e ntratio n s．
肺癌培養細胞株に お け る S期部分同調 と制癌剤感受性










Vin c ristin eくV C R， 塩野 義製薬1
5XlO，1－， 5X lO－10M を用 い 持続接触 さ せ た ．
5コ 統計学的検定法
コ ロ ニ ー 形 成 率 は ， 平 均値 土 樽準誤差 くm ea n士
SE M lに て 算定 し た ． 2群の 平均値 の 差は ウ ィ ル コ
ク ソ ン の T検定 川瞑位符号検定J を用 い ， 2変量間の
相関は Pe a r s o nの 横 率相関係数 を求 め た ． 危 険率
5％以下を有意と した ．
成 績
工 ． Ar かC の 細胞動態 に お よ ぽ す影響
1 ． 対照 S B C－3 細胞の D N A 量 と Brd U の と り
こみ
図1 にAra－C を加 え な い 時の 対照 S B C－3細胞 の 対
数増殖期に お け る Brd U と PI との tw opa ra m ete r
dotplot を示 す ． 横軸 に は D N A量 くPIl， 縦軸 に は
Brd U量 くFI TCl を示 し て あ る が ， D N A合成 を
行っ て い る 細胞 が D NA 合成速度 に 比 例 し た 量 の
Brd U を取 り込 み 緑色蛍光 を発 す る た め 逆 U字 型 と
なる ． 即 ち ， D N A合成速度は Brd U量 に比 例 す る こ
とに なる ． 一 般 に 腰瘍細胞 は非増殖期 の 細胞 くGo期
の細胞1 と増殖期の 細胞 と に わ け ら れ る ． 後者 の 細
胞は D N A合成前期 くG．期l， D N A合成期 くS期l，
D N A合成後期 くG2期1
，
分裂期 くM期l に 区別 され
て い る。 Brd U を取 り込 んだ 細胞が S 期細胞 で あ る
が， これ は Brd U を標識 して な い 細胞 を対照と し て
決定し た ． Brd U を取 り込 ん で い な い 細 胞 の う ち
D N A量の 小 さ い 細胞集団 が G。IG．期細胞 で あ り ，
D N A量 の 大 き い 細胞集団が G2＋ M 期細胞 で あ る ，
またS期細胞 の う ち ， D N A量が G。ノGl期細胞と同等
の もの を早期S期細胞 ， G2＋ M 期細胞 と同等 の も の
を後期S期細胞 と し ， 両者の 中間 の も の を 中期S 期
細胞と した ．
2 － Ara －C 接触 に よ る S B C－3細胞の 細胞動態の 変
化
図2 に 示 す よう に Ara ，C を S B C－3 細胞 に 接触 さ
せた場合， 細胞増殖は薬剤濃度に 依存 し て 抑制 さ れ
た ． 10 てM Ar a－C で は
， 対照 に比 べ て 軽度 の 増殖抑
制がみ ら れ ， 10，5M Ara－C で は高度 の 増殖抑制 が み
らた ． 10q6M Ara－C で は両者の 中間で あ っ た ． 次 に
Ar a．C 3濃度， 個 々 の場合 に つ い て 分析 した ，
1110一別 Ara－C の場合 く図3 ， 図4 B1
10－6M Ar a－C 12時間後 の SBC．3 細胞 の 抗 Brd U
抗体と PI と の二 重染色で は ， D N A合成の 低下と早
843
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Fig． 4． Sequ ential cha nges in c ellpha se a nd
Brd U m e an cha nnel of S B C－3 c ells c o ntin u o u－
Sly e xpo su r eto lO．7M Ar a－CくAl， 10－6M Ar a－C
くBl a nd lO－5M Ar a－CくCI． Circle s， triangles and
Squ a r eS r epr e Se nt the m e a n v alu e s of 4
e xperim ents．
ム ーA ， G。IG． c e11 fr a ctio ni
噌ト1 臥S c ellfr
－
a Ctio nニ
由 一 喝， G2＋ M c ellfr a ctio n
O－－－0， m e a nChan nel n u mber s of Brd U．
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期 S期細胞の増加が み ら れ た ． 24時 間後 に は 早期 S
期細胞 の増加が明 らか で ， ま た ， G2＋ M 期細胞 の減
少が み ら れ た ． 36時間後 に は早期 S期 と 中期S 期の
中間の細胞が増殖 し たが ， D N A合成 の 低下 は持続 し
た ． ま た G2＋ M 期細胞 の減少が み ら れ た ． 4 8時間後
に は中期S期細胞 の増加が み ら れ ， や は り D N A合
成 は低下 した ． 60時間後 に は 中期 S期 と後期 S期 の
中間の細胞の増加が み ら れ ， ま た ， G2＋ M 期細胞 の
増加が み られ た ． 72時間後 に は 後期 S期 ， G2＋ M 期
細胞 の増加が み られ ， D N A合成 の 低下 は持続 し た ．
図4 Bに 10
－ 6
M Ara－C 投与 に お け る SBC．3 細胞
の S期 ， G。ノG．期， G，＋ M 期の 比 率 およ び S期細胞の
Brd Uの 平均チ ャ ン ネ ル 数 の時間的推移 を 示 す ． S
期細胞 の Brd U の平均 チ ャ ン ネ ル 数 は， S 期細胞 の
取 り込 ん だ BrdU 量 の 平均 を表 し ， 平均の D N A合
成速度 を意味す る ． 24旬 48時 間に か け て S 期 の 増加
が み られ ． 70％弱の S期 の部分同調 が得 ら れ る が ，
S期細胞 の Brd U平均 チ ャ ン ネ ル 数 は低下 し て お
り ， 個 々 の細胞 で の D N A合成 の低下が み ら れ た ．
G。IG．期 ， G2＋ M期 は S期 の増加 と共 に 減少 し ， G2＋
M 期は48時間後 よ り増加 し ， GoノGl期 は72時間後 よ り
増加傾向に あっ た ． こ れ らの 結果 よ り 1 0－6M Ar a．C
投与で は， S期 の D N A合成 の低下 に よ り S 期 が 延
長 しS 期に 細胞 が蓄績 し ， S期 の 部分同調 が認 め ら
れた ． し か し ， 個 々 の 細胞の D N A合成は低下 し て
い た ．
21 10
－ 7M Ara．C 投与の 場合 く図 3 ， 図 4 Al
lO
－ 7M Ara．C 投与 した S B C－3 細胞の 抗 Brd U抗
体と PI との 二 重染色 で は ， 12時間後 に は早期S期細
胞の 増加が み ら れ ， 24へ 36時間後 に 中期 S期細胞 の




M Ara－C 投与 に お け る経時的推移 を
示 すが ， 1 0．M Ar a－C と 比 べ る と細胞回転が速く24
時間後 に 同程度の S期部分同調 が得 ら れ る が ， や は
りS 期細胞の Brd U の 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は 低下 し
DNA 合成 の低下が み ら れ た ． しか し， D N A合成 の
低下 は 10
－ 6M Ar a－C と比 べ る と や や 軽度 であ っ た ．
G。ノGl期 はS 期の 増加と共 に 減少 し ， S 期の 減少と 共
に 増加 し た ， G2十 M 期は S 期の 増加 と共 に 減少傾向
を 示 し， S期の 減少 と共に増加 し GoノG．期 の 増加 に
伴 い 減 少傾 向 に あ っ た ． 10
－ 6M Ar a．C と 同様 に
D N A合成 の低下 に よ りS 期 の 部分同調が得 ら れ る
と考 え られ る が ， 細胞増殖の抑制が 軽度 で D N A合





岬 5M Ar a－ C 投与の 場合 く図 3 ． 図 4 CI
lO－5M Ar a－ C 投与 し た S B C－3 細胞 を抗 Brd U抗
体 と PI との二 重染色 で み る と ， D N A合成の 低下が
強く ， 著 しい 細 胞回転の 遅延が み ら れ た ． 即 ち36一 －
48時間後に 早期S期細胞 の増加が み ら れ ， 6 0へ 72時
間後 に 中期 S 期細胞 の 増加 が み ら れ た ． 10一明
Ar a－ C では D N A量が S 期 に あ りな が ら ， D NA 合成




10－6M Ar a－C の 場 合 で も 軽度観察さ れ た ．
図 4 C に 1 0－5M Ar a－C 投与 に お け る経時的推移を
示 す ， 12時 間で S期 の 高度 の 減少が み ら れ る が ， 時
間 をお っ て徐 々 に S 期の 増加 が み ら れ た ． GoノG．期は
当初 一 過性 の 軽度 の 増加 を認 め た が ， 24時間以 後は，
S期 の 増加 に つ れ て 減少 した ． BrdU の 平均 チ ャ ン
ネ ル 数 は ， 1 0－7M Ar a－C で は平均73， 10N6M Ara．C
で は6 5， 1 0
q 5M Ara －C で は53で あ り ， 10
－ 5M Ara－C
で は ， D NA 合成の 低下が著 しか っ た ，
3 ． Ar a－C の 投与 に よ るS 期部分同調
今 回 の 実験 の 範囲 内 で は ． S 期 細胞 の 割合 は
Ar a－C の 濃度が 低 い 程多い 傾向に あ っ たが ， 同調さ
れ て い る時間は Ar a－C の濃度が 高い 程長か っ た ． ま
た ， 同調時 の Brd Uの 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は ， 10
一
肌
Ar a－C で は平 均69
，
10－6M Ara －C で は67， 10．5M
Ara．C で は55 で， Ar arC の濃度が 高い 程低 い 傾向に
あ り D N A合成が低下 し た ． これ ら は細胞増殖抑制
の程度 と D N A合成 の 低下 に よ る S 期延長作用 が
Ara－ C に 濃度依存性 で あ ると 説明で き る ． 低濃度と
高濃度 Ar a－C での S 期部分同調 は ， S期細胞が多い
こ と は 同 じ で も ， D N A合成能 や殺細胞効果が異 なっ
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Fig■ 5． Relatio n ship betw ee n c ol ny
n u mbers
m e a s u r ed u sing in v erted mic r o s c ope くvis u al
c o u ntJ a nd thos e obtain ed by auto m atic
pa rticle co u nte r， C P
－2000くa uto m atic c o u nterl－
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II． S期部分 同 調 と 制癌剤感受性 コ ロ ニ ー 数は a uto m atic pa rticle c o u nterくHa n一
制癌剤の 感受性 に つ い て は ， 細胞 の コ ロ ニ
ー 形成 dex C P．20001 で 自動計測 した ． こ の コ ロ ニ ー 数の カ
率で 検討し た ． ウ ン トの 信頼度 を検討 す るた め に ， 倒 立顕微鏡 ほ
1 ． コ ロ ニ
ー 数の カ ウ ン ト 401 に よ り 肉眼的に コ ロ ニ ー 数 を算定 し自動計測 の
Tablel． Cytoto xicity of a ntic a n c erdr ugs o nS－pha s epa rtial syn chr o niz atio n of
S B C－3 c ells
Dr ugs Con ce ntratio n
くMつ
n
Colony for ming r ate く％ of c o ntroり
Differ e n c e
Syn chr o niz ationく － 1Syn chr o nizatio nく十I
AD M
10
－7 7 1 5．6士1l．5 1 3．9士8．9 N ． S．
10
－6 7 0．2士0．4 0．9 士1．1 N ． S．
B L M
5xlO
－8 7 58．9 士19．6 49．4 士25．0 N ． S．
5xlO－7 7 1 4．9 士9，2 1 5，6 士11．9 N ， S．
C D D P
10
－6 7 50．1士20．3 59．0士27．5 N ． S．
10れ5 6 8．9 士6．3 7．5 士2．0 N ． S．
M M C
5xlO．7 7 2 臥2 士1 2．9 22．6 士1 6．7 N ． S．
5x lO－6 7 1，6士2．2 0．5士0，8 pく0．05
A C N U
5xlO．7 6 54，0 士1 9． 60．4 士35．2 N ． S．
5x10－6 7 13．2士3．8 31．6士21．4 N ． S．
40487S
1 0－7 6 60．1 士2乱6 37．1 士9．6 N ． S．
1 0
－6 田 1 2．0 士3．2 25．4 士1 9．2 N ． S．
Valu e srepr e sentthe m ean 士 S E D．
N ． S． ， n Ot Signific a ntby W ilc o x o n slgned ra nk test．
Table2， Cytoto xicity of a ntic a n c e rdr ugs o nS－pha s epa rtial syn chro niz atio n of
S B C－3 c ells
Dr ugs Co n ce ntratio n
くMう
n
Colo ny for ming rateく％ of c o ntr oり
Diffe r en c e




四 108 て士20，7 75．7 士2 4．3 pく 0．0 1
10，7 1 2 35．1士15．3 35．3士17．8 N ． S．
N K 171
3x lO－8 5 87．7 士 19．9 78．3 士 29．3 N ． S．
3x10－7 田 1．0士1．l 1．2 士2．6 N ． S．
M TX
10
－8 9 97．5士19．2 82．8 士26．1 N ． S．
10－7 田 1 臥3 士13．4 17．0 士17．2 N ． S．
5 － F U
10－6 四 6乱3 士27．9 60．5 士2 臥8 N， S．
1 0－5 10 2．3 士3．6 l．3 士2．0 N ． S．
V C R
5xlO
－ 11 田 56．8士29．9 49．0士3臥6 N． S．
5xl O－10 10 5．5士9．7 1 3．5士20．9 N ． S．
Valu e s r epre s e nt the m e a n士 S E D．
N ． S．
，
n Ot Signific antby W ilc o x o n slgn ed ra nk test．
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値 と比較 した ． な お ， 倒立 顕微鏡 で は デ ィ ッ シ ュ の
す べ て の コ ロ ニ ー 数を算定 し ， 自動 計測 で は デ ィ ッ
シ ュ の 中央部44％に あ る コ ロ ニ ー 数 を カ ウ ン ト し た
もの で あ る ． 図 5 に 示 す よう に 相関係数 r ニ 0 ．98 7 と
非常 に 高い 相関を認め た くpく0．00い の で 制癌剤の 感
受性 は自動計測 に よる コ ロ ニ ー 形成率 で 調 べ た －
2 ． 制癌剤感受性
制癌剤の効果は S期部分同調 の 細胞 に つ い て 検 討
した ．
S 期部分同調の条件 は Ar a－ C の 濃 度は細胞毒性の
最 も低い 1 0
． 7 M を用 い ， 接触時間は24へ 30時間と し
た ． Ar a－C の接触時間 は平均27．7時間 ， S 期 の 割合
は対照群で35．8％ ． Ara－C 投与群で58．8％ で あ り ，
こ れ ら を用 い て制癌剤の効果 を調 べ た ．
制癌剤の殺細胞効果 は Ar a－C 投与群 と非投与群
で ， そ れぞ れ の 対照 に 対す る コ ロ ニ
ー 形成 率 で 示 し
た ． 制 癌剤 に つ い て は 濃度依存 性 と し て A D M，
BL M， C D D P， M M C， A C N U， 40487S， 時間依存性
と して Ar a．C ， N K 171， M T X， 5－F U， V C R を用い
た ．
濃 度 依存性 の 制癌剤 で は く表 1う， 5xl O．gM
M MC で の み制癌剤感受性 の増強が有意 に み ら れ
くpく0． 吋 ， 時間依存性 の制癌剤で は く表 2う， 10 1 M
Ar a－C で の み制癌剤感受性の増強が有意に み ら れ た
くpく0．0い ．
考 察
現在用 い ら れ て い る 制癌剤 の 大部分 は ， CyCle
dependen cy や age repo n seを有す る こ とが 知 ら れ
て い る ． しか し， 一 一 般に 腫瘍細胞 は 正 常細胞 よ り 世
代時間が長く ， 増殖期 に ある 細胞 も少 な い 咽 ． し た
が っ て ， 非 増殖期細胞 を増殖期 に 入 れ る こ と くre－
cr uitm entl や ， さ ら に は ， こ の 増殖期 に は い っ た細
胞 を細胞周期の 一 定 の 相 に 集 め くsyn chr o nizatio nl
その 相に 強く作用 す る制癌剤 を投与 し て ， よ り 有効
な抗腫瘍効果 を得よう と す る のが ， 細胞 回 転 の 理 論
か ら みた有効 な治療法で あ る ．
Re c ruitm e nt， Syn Chroniz atio n を応用 し た治療は
白血病で の 報告が多い
1 カー 和 が ， 本実験 で は肺癌 に お
い て も syn chr oniz atio n を用 い た化学療法 が有 用 で
ある か どう か 検討 し た ． Syn chr o nizing agents と し
て は こ れ ま で ， 早 期 S 期 ブ ロ ッ ク を き た す Ar a－
C17r
一 叫
， M T X
231
， m etaphase a rre st を き．た す
V C R叫 ， G2期 の進行の 遅延 をき た す B L M
31一
， 総腰
細胞数 を減少 させ る こ と に よ り re cr uitm ent を き た
す C T Xさ勾な どが 用 い ら れ て い る が ， 本 実 験 で は
S－Pha se spe cific な 薬剤 で 代表的 な syn chr o nizing
agent で ある Ar a－C を選 んだ．
Ara －C は， Bergm a n nら
33Iに よ り海綿類 か ら 抽出
し精製 さ れ た化合物 で ， 抗代謝系 の 白血 病治療剤と
して臨床面 で 広 く利用 され 固形癌 に も 有効 で あ ると
さ れ て い る 封I． 100倍 以上 の異 な っ た濃度範囲 に わた
る投与量 で使 用 可能 と い う他剤 に は あ ま り み ら れ な
い 特徴 を有 し ． そ れ ぞ れ の 投与量 に よ っ て 異な っ た
作用 機序 が想 定 さ れ る 興味 深 い 薬 剤 で あ る 翫 61
Ar a－ C の 作 用 機 序 は
37，38，
， 体 内 に と り こ ま れ た
Ar a－C が リン 酸化 を受 け て 活性化さ れ くAr a－C T Pl
，
D N A ポ リメ ラー ゼ に 作用 し ， 核酸前駆物質で ある デ
オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 の D N Aへ の 取 り込 み を競
合的に 阻害す る と い わ れ ， また ， Ar a－C がD NA に
結合す る と も い わ れ て い る ． Ara－C の 細胞 回転に お




， S kipper ら
13
恨 ， Ar a－C を典 型 的 な
S－pha s e spe cific の 薬 剤 と 報告 し て い る ． Cycle
progr e ssio n に 対す る Ar a－C の 効 果 に つ い て は ，
Ka r o nら3
9Jは ハ ム ス タ ー 線維芽細胞 m o n－C 細胞l
に 1 あ るい は 1 0JL glml の Ara－C を 投 与 し ，
3H －thymidin eく
3H －T d Rl を標識 し て検討 し ， Ar a．C
が S 期 か ら G2期 へ の 移行を 阻害 す る と報告 して いる
が ， B huya n ら
14憶
， 白 血病細胞 くL1210 細胞1
5JL glml の Ar a－C を投与 し ，
3
H－T d Rと り こみ で検
討 し ， Ar a－C は Gl期 か らS 期 へ の 一 過性の 移行を阻
害 した と報告 し て い る ． ま た ， Whe elerら
15，は ， 喉頭
扁平上皮癌細胞 くH． Ep． No，2 細胞う に Ar a－C を
50JL gJml投与 して
3H－ T d R取り込 み で検討 し ， G r
S 期移行期 に 部分同調 が み ら れ た と し ， Tobey ら
仙 1憶 ， 中国 ハ ム ス タ ー 細胞 くC H O細胞う に 5声 gノ
ml の Ar a－C を投与 し ， 3H － T d R取 り 込 み と D N A
ヒ ス ト グ ラム で 検討 し ． Ar a－C は完全 に は D N A合
成 の 開始 を阻止 で きる もの で は な く ． Gl期 か らS期
へ の 移行率を減少 さ せ る 結果 Gl－ S 期移行期 に 細胞




ら 咽 は ， 白 血 病 細胞 くS K－L 7細 胞う に Ar a－C を
10，6ノ ー 10－3M 投与し 3H －T d R取り 込 み と D N Aヒ ス
ト グ ラム で検 討 し ， Gl期か ら S蘭 へ の 移行は ばぼ 正
常だ が S期初期で ブ ロ ッ ク さ れ ， 低濃 度 で 短 期接触
の場合 ブ ロ ッ ク は 一 過性で 可 逆性 だ が ， 高 濃度の 場
合 は完全 で不可逆性 で ， また ， 約10％の 細胞は Gl期




ト羊膜由来の 単層培養細胞 tF L株l に Ar a．C を投
与 し 3H －T d R取 り込 み と D NA ヒ ス ト グラ ム で検討
し ， 低濃度で の S 期延長作用 と高濃度 での Gl期お よ
肺癌培養細胞株 に お け るS 期部分同調 と制癌剤感受性
び Gl－ S期移行部の 蓄積作 用 を報告 し て い る ． こ れ ら
の Ar a－C に よ る効果 の 相違 は ， 使 用 し た 細胞 の 種
類， 処理 濃度お よ び そ の 他の 実験条件 の 違 い に よ る
もの と考 え られ る ．
著者 の 実験結果 で は ， 1 0，7， 10－ 6M Ar a－C で は
Gl期か らS 期 へ の移行阻害 はな く S 期で の D N A合
成の低下 に よ る S 期延長作用 と 考 え られ た ． 10－M
Ar a－C の 場合 は ． 12時間後に 一 過性 に 軽度の Gl期 の






と同様の 機序と思 われ る ． 一 過性 の GoノGl期増加 に
つ い て は
， 高本ら
43，は 高濃度 Ara－C で は Gl お よ び
Gl
－ S期移行部蓄積作用 を報告 して お り ， G．期 か ら
S期 へ の 移行阻止作用 に よる も の が 考 え ら れ る が ，
一 部に はS 期に あ っ た 細胞 へ の 殺細胞効果 に よ る S
期の減少も ー 困と して 考 えら れ る と して い る ． ま た
，
高濃度 Ar a．C で は， R N A合成 も 阻害 され Gl期 に も
作用 す る と の 報 告 珊 叫 も あ り ， 本 実 験 で の 10一別
Ar a．C での 一 過 性の G。IGl期 の 増加は ， こ れ ら を 反
映してい る も の と思 わ れ る ． ま た ， 10 てM Ar a－C の
場合， D N A合成の 低下が著 しく か な り の 細胞が 死滅
してい る の に も か か わ らず24時間以 後 の S 期が 増加
してい る の は ， 培 養液中の Ar a． C 濃度 の 低下が考 え
られ る ． す なわ ち ， F C S およ び 培養細胞 に Ar a－C の
分解活性が存在 しう る と さ れ て お り45l， Ar a－C と の
持続接触中に 培養液中の Ara．C 濃度が 一 定 に 保た れ
てい ない 可能性が あり ， 今後 の 検 討が 必要 と思 わ れ
る ．
Syn chr o niz ation の 機 序 と し て
，
Va n Putten
ら咄 は 3 つ の 可 能性 を 示 し て い る ． 第 一 は cycle
phas e spe cific な 薬剤に よ り その 相の 細胞が 死 滅 し
，
感受性の 低 い 細胞群が優勢に な っ て く る た め に よ る
もの ， 第二 に は薬剤に よ り あ る相 に ブ ロ ッ ク さ れ る
ため ， あ る い はあ る相 の 進行が遅延 さ れ る た め ， 第
三に は細胞死 に よる細胞数の 減少の ため re cr uitm e nt
が起こ り
，
その 間接的な結果 に よ る も の で あ る ． 彼
らは こ の なか で も 第二 の 機序が 臨床的 に 効 果 的 で あ
ると して い る ． 本実験 で Ar a－C に よ る S 期部分同調
は第二 の 可能性， つ ま り ， S期 に お け る 細胞 回転の
進行遅延 くS 期の 延長作用う に よ る こ と が 明 ら か に
な っ た ．
制癌剤の 細胞 周期 に お よ ぼす 影響 の 検討 は ， 制癌
剤の 作用 機序の 解明 や感受 性の 検討 ， 適切 な 併 用 薬
剤の 選択 に よ る効果増強 な ど を目的 と し て 行わ れ る
が
， 近 年 ， 大量の 細胞 の D N A量 を短 時間 に 測定 で
きる F C Mが 用 い ら れ る よ う に な っ た ． し か し
，
FC Mに よ る D NA ヒ ス ト グ ラ ム の 解 析 で は ，
847
D N A量 が 2 Cく二 倍体1 ま た は 4 Cく四倍体l 付近の
細胞 の解析が困難 で
47一
， 早期S 期と G。JGl期 ， 後期 S
期と G2十 M 期の 区別が 不 正 確と な り各細胞周期 の分
画を正 しく評価 で き な い ． ま た ， D N A量が 3 Cに あ
りな が ら 実際に は D N A合成 を ほ と ん ど行っ て い な
い 細胞 を区別 で き ず訪，， D N A合成速度も評価 でき な
い ． 一 方 ， Brd Uに 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い
D NA 量 と D N A合成能 と を 同時 に 測定 す る 方法
は
，
GoIGl期 と早期S期 ， GzノM期 と後期 S期 を視覚
的 に 区別 で き る と と も に S 期内で の D N A合成能 の
変化 をと ら え る こ とが で き ， 新 しい 細胞周期 の解析
法と して注目 され てい る 加1． ま た ， D N A合成期 くS
期う 細胞の比率 は細胞の増殖能 を表わ す 代表的 な指
標 と知 ら れ て い る が ， こ の 方 法 を 用い れ ば ア イ ソ
ト ー プ を使用す る こ と な く容易 に S 期細胞 を同定 で
き る よう に な っ た ．
Syn chro niz atio n に つ い て の 検 討 は ， 従 来 ，
3H－ TdR 取り 込 み と D N Aヒ ス トグラ ム に よ り行 わ
れ て い た が ， 抗 Brd U抗体 を用 い た 方法 は ， ま だ 文
献的 に は報告が み ら れ ず， 著者 の 報 告が 初 め て と 思
われ る ． 抗 Brd U抗体 を用 い た解析 は従来の方法 と
異 な り
，
S 期細胞 の 比率だ けで なく D N A合成 の 程
度 も簡単に 評価 で き非常に 有用 と思わ れ る ．
Hum an tu m or clo n oge nic a ss ay くH T C Al は ，
tum or ste m c ella ss ay と も呼ば れ て い る ． 他の 制癌
剤感受性試験が癌細胞全て を対象 に して い る の に 対
して ， 本 法で は 増殖能 を有 す る細胞 ， 即 ち ，
瑞
s elf
re n e w al
，，
をお こ な い 得 る細胞が tu m o rste m c el 毒
Clo n oge nic c ell である と い う 考え を基本と して
，
こ
れ ら の 細胞 を選択的 に テ ス トの 対 象 と して い る ．
Ha mbu rger ら
咄 に よ り 開発 さ れ た 本法 は ， in vitr o
で の 感受 性 と臨床結果と が 高い 相関 を 示 す 精度 の 高
い 制癌剤感受性試験と して世界的に 注目さ れ て い る ．
その 後， 木村 ら29，， A lon so49l， VO nHoff らSO151な どに
よ り 精力的 に こ の 方法の 制癌剤感受性試験 と して の
有用性 が追試 ． 検討さ れ ， こ の 方法 は従来報告さ れ
てい る種 々 の 感受 性試験に 比 し 臨床効果 と の 相関性
が高く優れ た感受 性試験で あ る と 報告 し て い る ． 著
者の 行 っ た H T C A は木村 ら に よ る方法2 切に 準 じて い
る が
，
Salm o nら28切 原法 に比 べ て は るか に簡便化 さ
れ て お り実用 的 で あ る ．
感受 性試験 に 用 い る 制癌剤 の 濃度 は ， 臨床 で 使 わ
れ る 時の 血 中濃度 を参考に し て決定さ れ る ． 即 ち ，
各薬剤の 通常投与量 を ワ ン シ ョ ッ ト静注 した場合の
血 中濃度曲線 P－ pha se起始部の濃度 く多く の場合 ，
これ は最高血中濃度 の ほぼ10分の 1 に相 当す る ト を
848
基準 に 設定され る5り ． しか し， 本実験で は ． S 期部分
同調時 に 制癌剤 の感受性が増強 さ れ る か ど う か を検
討す る た め ， 制癌剤の 濃度は コ ロ ニ ー 形成 率が 求 め
ら れ る 2濃度で検討し て い る の で 臨床上 の 漉度の 1ノ
1000ノ ー10倍 に お よ ん で い る ．
ま た ， 著者 は コ ロ ニ ー 数の 算定 に つ い て は ， 工N T
で コ ロ ニ ー を染色後位相差顕微鏡 に よ り拡 大 し て
a uto m atic pa rticle c ou nter で コ ロ ニ
ー 数 を計 測 し
た ． 倒立顕微鏡 で算定 した結果 と 比 較 す る と ， 図 5
の よう に ， 相関係数0．987 と非常 に 優 れ た相関性 くp
く0．00い が認 め られ ， 多数 の検体 を短時間 に 処 理 で
き る こ と ， コ ロ ニ
ー 算定に あた っ て 測 定者 の 主 観が
入 らず同 一 条件 で計測 で き 客観性 が あ る こ と よ り ，
培養細胞株 を用 い た H T C Aに お い て は非常 に 有用
と思わ れ た ．
臨床上 syn chr o niz ation を応用 し た化学療法 は ，
白血病 に つ い て の報告が多 い
17 ト 23，
． La mpkin ら
1刀は
小 児白血病 を中心 に 検 討 し て い る ． Ar a－C に よ る
syn chr o niz atio n 後S期 に 特異的 と い わ れ る Ar a－C ，
M T X
，
V C Rを投与 し， い ずれ も単独効果 よ り も 効
果 的 で あ っ た と 報告 し て い る ． Volger ら
鳩
，
Kr e m erら19Iは ， 急性白血病 に お い て Ar a－C 投与48
時間後で 3H－TdR 棟識率 く1abelingindex， LIl の 高
値 お よ び D N A合成 率 が 上 昇 す る こ と よ り ，
syn chro niz atio n だ け で は 説 明 が で き ず
d 部 re－
cr uitm e nt の関与を推定 し てい る ． そ して ， Ar a－C 投
与後に ， 大量の M T X お よびV C Rを 投与し60％の
寛解率 をあげ ， し か も 寛解 群 ， 非寛解群 の 間 に
Ar a－C に よ る LIの 上昇 に 有 意差 を認 め増殖期 を高
め る こ と の 重要性を強調 して い る ． B也chn e rら
2D憶 ，
白血病 症例 に Ar a－C を4 8時間点滴静注 し ， flo w
micr oflu o r o m etry に て S期細胞 の 上 昇 を認 め ， こ れ
を Ara．C に よ る D N A合成 の遅延 ま た は r e c ruit．
m e nt による も の と判断 し ifo sfa mide を投与 し て効
果 をあげて い る ． 日本で も ， Yo shida ら
21I
が syn ch－
ro niz atio n を用 い た 化学療法 で良好 な成績 を あ げて
い る ．
白血病以外の 固形腫喀 に 対 し て も ， 同様 な 試 み が
な され て い る ． Klein ら
卸値 ， 実験腫瘍 を用 い た 広範
な基 礎的効果を臨床面に 応 用 し， 白血 病 の み な ら ず
悪性 リ ン パ 腫， 肺癌な どの 固形癌 の 治療 に 用 い て い
る ． す なわ ち
．
V C R投与 に よ り m etapha se a rre st
の状 態と し ， こ れ らが S 期 に 細胞同調 し た 時 に 大量
の C T X を投与す るも の で ， 同時投与に 比 べ 効 果の
増強が み ら れ る こ と を報告 して い る ． 肺癌 に 対 し て
． は ， Str a u s
321は ， C T Xの 大量投与 に よ っ て r ec r uit－
m e nt が起 こ る が ， 3H － T d Rの LIの 上昇は や や遅れ
て 8 日間 を 要 す る こ と か ら 第 9 日 目に S．pha se
se n sitiv eな M T X を連続投与し た ． そ の 結果 ， 肺癌
28例中2 0例 に 効果 が み ら れ た と 報 告 し て い る ．
La n z otti ら
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憶 ， B L M4 日間持続注入後 に メ ラ ノ ー
マ 細胞 の 3H －T d Rの LI が 上昇 し同調さ れ た成績 を
も と に ， B L M を4 日 間投与後 5 日間の 強力な併用療
法 くC T X， V C R． M T X， 5－F Ul を行 い ， 肺癌 に効
果 を 認 め て い る ． し か し な が ら ，
3日 － T d Rに よる
LI やD N Aヒ ス ト グ ラ ム の S 期比 率 を指標と し た
syn chr o niz atio n を 用 い た 化学療法 で は効果が認め
られ て い て も ， 理 論上 期待さ れ る 程 の 効果 が 得 ら れ
て い な い の が現状 で あ る ．
著者 の 実験 で は ， 10，7M Ar a－C の 持続接触約28時
間後 に S 期部分同調 が得 ら れ そ の 時の 制癌剤感受性
を H T C Aに よ り検討 し た結果 ， 1 0．8M Ar a．Cくpく
0．01う と 5xlO－M M M Cくpく0．05う と で 軽 度の 制癌
剤感受性の 増強が み られ たが 他の 制癌剤 で は増強が
み ら れ な か っ た ． S B じ3 細胞 に お け る制癌剤感受性
に つ い て は ， C D D P， A C N U は， 通常濃度で は対照
の50％前後 の コ ロ ニ ー 形成率 なの で ， 境 界領域 の 感
受性で は っ き りし な か っ たが ， 高濃度く10倍I で は感
受性が認 め られ た ． 他の 薬剤 で は す べ て 通常濃度で
感受性が認め られ た ． こ の こ と か ら元 来薬剤 に 耐性
で あ っ た た め に S 期部分同調で 制癌剤感受 性の 増強
が み られ な か っ た可能性 に つ い て は 否定 さ れ る ． し
か し ， 感受 性 の 増 強 が ほ と ん どの 薬剤 で み ら れ な
か っ た 理 由の ひ と つ と し て ， Ar a－C に よ る S期部分
同調で は S期 の 細胞数は増力ロす る も の の ， 個 々 の 細
胞 で DN A合成が低下 して い る た め に 制癌剤感受性
が 低下 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る ． 今 後 ，
syn chr o niz atio n を検討 す る際 ，
3H －T d Rに よ る LI
や D N Aヒ ス tl グ ラ ム に よ るS 期の 比 率 だ け で なく
個 々 の 細胞 の D N A合成能 に つ い て も考慮 す る必要
が あ る と思 わ れ る ．
S 期部分同調時の 制癌剤感受性 に つ い て 検 討した
報告 は ， ほ と ん ど臨床症例 や動物実験 に よ る も の で
あ り ， C e11 1in e を 使用 し た in vitr o の 報 告は 少な
い
． Ritch ら
52Iは ， Sa r co m a1 80細 胞 を 5x IO．5M
Ar a－C に 1時間接触後 ， 緩時的 に D N Aヒ ス ト グラ
ム の 測定 お よ び A D Mく1 x lO．6M ． 4X lr仁6Ml を 1
時間接触 させ た時 の Clo n ogenic a s s ay を行 っ た ． そ
して Ar a－C と A D M を同時 に 併用 し た 暗 に 比 べ る
と ， Ar a－C 投与 2時間後 で は殺細胞効果が50倍強化
さ れ た と 報告し て い る ． 彼 ら は D N Aヒ ス ト グ ラ ム
で は Ar a－C 投与後 8時間ま で 変化が み られ な か っ た
肺癌培養細胞株に お け る S期部分同調 と制癌剤感受性
の で ， こ の Clo n oge nic a ss ay の 成績の 理 由 はS 期 へ
の 細胞同調に よ る細胞回転の ブ ロ ッ ク 以 外 に あ る と
し て い る が ， 著 者 の 実 験成績 か ら 判断 す る と ，
Ara．C 投 与後 2時間 の 時点で は ， 早 期 S期細胞 の 増
加がみ ら れ て い る可能性が あ る と 思わ れ る ． 中期 S
期に 同調さ れ る11時間後で も殺細胞効果の 増強 が み
られ てい る が ， 2時間後の そ れ に 比 べ 減弱 して い る ．
すなわ ち ． S期部分 同調の う ち早期S 期細胞 に 同調
した時期 に ， 強 い 制癌剤感受性の 増強 が よ り み ら れ
ると考 えら れ る ． 著者の 実験 で は 中期 S 期 で の 同調
時に HT C Aを施行 し たが ， 早 期S 期の 同調 に はも っ
と効 果 が あ っ た か も し れ な い ． ま た ， 本 実験 で は
Ara．C は持続接触と した が ， この ため に 制癌剤感受
性試験時に D N A合成が低下 した ま ま と な り効 果 が
得ら れ な か っ た 可 能性 が考 え ら れ る ． す な わ ち ，
Ara－C は短時間接触と して ， S 期部分同調 を得 た方
が D N A合成能 が高 くな る 可能性 が考 え られ る ． 今
後， こ れ ら の 点の 検討 も 必要 と思わ れ る ．
一 方 ， 多く の 報 告 で は1刀
， 20 脾細 胞 周期 同調時 に
Ara－C は中等量く10－5M I JLL 上使用 さ れ て い る が ， 著
者は ， 増殖期の 多い 培養細胞株 を用 い た こ と ， 軽度
の細胞増殖の 抑制 しか 認め な い 低濃度 Ar a－C を使用
した こ と か ら ， r eC r uitm e nt の関与が 少な か っ た こ と
が考 え ら れ
， 細 胞 回 転 を 考慮 し た 化学療法 で は
rec ruitm ent の関与 が無視 でき な い ．
正 常細胞の 世代時間 は
，
悪 性腫瘍細胞 の それ よ り
も短く増殖分画は大き い た め ， Syn Chr o niz atio nも強
く お こ る こ と が 予 想され ， こ の 点 に つ い て 臨床的 な
成績か ら ， 吉 川 ら22，， Cla v el ら53履 歴癌細胞以 上 に 正
常細胞の 障害が強 か っ た と悲観的な報告を して い る ．
現状で は ， 悪性腫瘍細胞 の み を選択的 に Syn Chr o ni－
Z atio n す る こ と は 不 可能で あ り ， Syn Chr o niz atio n
によ っ て 必 ず し も化学療法係数が 上 昇 す る と は い え
ない ． しか しな が ら
，
r e C ruitm e nt およ び syn chroni－
Z atio1 は細胞回 転の 理 論か ら み た 有効 な投与法 で あ
り
， 現在の 制癌剤の 治 療成績 をみ る限 り ， ま た ， 今後
C D DP の よ う な新し い 画期的な制癌剤 の 開発が な い
限 り ， 検 討 を 続 け る べ き 治療法 と思 わ れ る ． 抗
Brd U抗体な どを用 い た F C Mに よ る細胞 動態 の 解
析法
，
H T C Aな どの 制癌剤感受性試験 は非常 に 有用
で あり ， 今後 も これ ら を利用 し て ， 化 学療法の 至 遠
投与法 を確 立 す る必 要性が あ る ．
結 論
肺癌 に お い て 細胞周期同調 を用 い た 化学療法 を導
入する こ と の 是非 を基礎的 に 検討 す る 目的 で ， ヒ ト
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肺小細胞癌培養株 S B C－3細胞 を1－P －D－a r abin ofu r－
a n o sylcyto sin eくAr a－CI で S 期 部分同調 を行 い ，
種々 の 制癌剤の 感受 性 を調 べ た ． S 期部分同調 の 条
件 は 抗 br o m ode o xyu ridin eくBrd Ul 抗体と
pr opidiu m iodide くPIl との 二 重染色法 を用 い て フ
ロ ー サイ ト メ ト リ ー に よ り解析 し ， 制癌剤感 受性 は
hu m a ntu m o r clo n ogenic ass ayくH T C Al を用 い て
検討し以 下 の 成績 を得た ．
1 － 10r7M Ar a－C で は対照 に 比 べ て軽度の 細胞増
殖抑制が み られ 10－5M Ara－C で は高度 の細胞増殖抑
制が み られ た ． 10一別 Ara－C で は両者の 中間で あ っ
た ．
2 ■ Ara．C の 濃度に 依存 し て D N A合成 の低下 ，
細胞 回転 の 遅延が み られ た ．
3 ■ 10－7M
，
10L6M Ar a－C で は ， Gl 斯 か らS 期 へ
の 移行阻害 はな く ， S 期の D NA 合成の低下に よりS
期が延長 し． S期に 細胞が蓄積する ことに よ っ て ， 10 てM
Ar a－C で は24時間前後に ， 10－6M Ar a－C で は24ノ ー 48
時間後 に S期の 部分 同調が得 ら れ た ． 1 0．5M Ar a－C
で は
， 当初 一 過性 の Gl 期細胞の増加 を認 めた が ， 24
時間以 後 はS 期延長作用 に よ り72時間前後 に S 期 の
部分同調が得 られ た ．
4 ． S期の 部分同調時 ， 個々 の 細胞の D N A合成
は ， Ara －C の 濃度依存性 に 低下 して い た ．
5 ． 10－7M Ar a－C で 平均28時間接続接触 させ た と
こ ろ ， S 期の 割合 は ， 対 照群 で 平均3 6％， Ar a－C 処 理
群で平均59％と S 期部分同調が得 ら れ た ． こ の 時 点
で
，
adria mycin ， ble o mycl n， CI Splatin， mito mycin
C くM M Cl， nim u stine， 4－hydrope r o xycyclopho sp－
hami de， Ara－C， etOpO Side， m ethotr e x ate， 5－flu o r．
O u r a Cil， Vin cristin e を用 い て H T C Aを行 っ た と こ
ろ
，
10一別 Ar a－C くpく0．01I， 5xlO－6M M MC くp
く0．05I で の み 制癌剤感受性の 増強が み られ た ．
以 上 の 結 果 か ら ， ヒ ト 肺 小細胞癌培養細胞株
S B C－3 に お い て Ara －C に よ りS 期部分同調が得 ら れ
た が
， 制癌剤感受性 に つ い て は一一 部 の 制 癌剤 で 増強
が み られ た も の の 軽度 で ， 他の 多く の 制 癌剤 で は増
強が み られ な か っ た ． 効果増強が み ら れ な い 理 由 と
し て
，
Ar a－C に よ る D NA 合成の 低f に よ る制癌剤
感受性の 低 F や， re C ruitm e nt の関与 が少な い こ と な
どが 考えら れ た ，
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